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Resumen

Las entidades metabdlicas (EM), son aquellas que afectan directamente el
metabolismo. Tanto la obesidad (OB), como la hipertension (HTA) son graves
problemas de salud publica, ya que, en México, la OB tiene una prevalencia de
mayor al 34% y de HTA del 44.9%. La etiologia de ambas enfermedades es
multifactorial, sin embargo, el factor genético tiene un gran peso para el desarrollo
de EM. Dentro del genoma humano tenemos variaciones, estas pueden ser de un
solo nucledtido (SNVs) o variantes en el niumero de copias (CNVs). Las CNVs son
segmentos de =50pb, se presentan tanto como ganancias o como pérdidas, estan
presentes en todas las personas, no obstante, se ha evidenciado que algunas estan
asociadas al riesgo o proteccién a padecer OB e HTA. En este trabajo se buscé
identificar a CNVs (esv3586400 (region que abarca al gen NEGR1), esv27061
(regidn que contiene a los genes LRP8, CAPZALl, CTTNBP2NL, DKFZp547A023,
MOV10, RHOC, ST7L, WNT2B, SnoU13, MIR4256) y esv2758781 (region que
abarca a los genes AL050403.2, AL158042.1, C200rfl87)) en amerindios

mexicanos y establecer su asociacion al riesgo/proteccion de desarrollar OB o HTA.

Se encontrdé que 99.01% (n=200) de los individuos present6 2 copias en la CNV
esv3586400 (regidon que abarca el gen NEGR1) y 0.99% deleciones (n=2). El
analisis de copias relativas evidencié que la mediana de copias relativas en los
individuos con HTA y TA sistélica/diastolica elevada, fue significativamente mas
elevada (p=0.008, p=0.007, p=0.01, respectivamente), por lo que se sugiere que
esta CNV puede jugar un papel en el desarrollo de HTA. En el caso de la CNV

esv27061 (en los genes: LRP8, CAPZA1, CTTNBP2NL, DKFZp547A023, MOV10,
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RHOC, ST7L, WNT2B) se encontré que 99.5% (n=201) de la poblacion presento 2
CNVs en esta region, mientras que 0.5% (n=1) presentdé 3CNVs, no se encontré
evidencia de que esta region pudiera ser de riesgo o proteccion a desarrollar OB o
HTA. Por ultimo, se observé que el 92.42% (n=122) de la poblacion presentd 2
copias en la CNV esv2758781 (que abarca los genes: AL050403.2, AL158042.1,
C200rf18) y 7.57% (n=10) duplicaciones. En este estudio se encontré que los
individuos sin HTA y con duplicaciones en esta region presentaron una mediana
méas baja de indice de Masa Corporal (IMC) que los individuos con 2 copias
(21.81kg/m? vs 28.02 kg/m?, p=0.02), lo que sugiere que esta region pueda
asociarse a la proteccion de OB. Con base a los resultados obtenidos, sugerimos
que la CNV esv3586400 podria estar relacionada con el aumento de la TA, la CNV
esv27061 no tiene efecto ni en el fenotipo de SP/OB ni en el de HTA en la poblacion
amerindia mexicana y la CNV esv2758781 tiene una relacion protectora a OB, por
lo que se sugiere a seguir estudiando el papel que ejercen las CNVs en la etiologia

de EM en la poblacion mexicana.



Abstract

Metabolic diseases are those which affect the metabolism in a direct manner. Both
obesity and hypertension are a major concern in public health due to its high
prevalence in Mexico, said prevalence being calculated to be a 34.6% which suffer
from obesity and 44.9% hypertension. The etiology of both diseases is multifactorial;
however, the genetic factor has a considerable influence in the development of
metabolic diseases. Within the human genome there are many types of variants,
such as, SNVs (single nucleotide variations) or CNVs (copy number variations).
CNVs are segments of 250kb, they can be gains or losses that are present
throughout the human genome. However, evidence suggests CNVs are associated
with the risk or protection to have obesity and hypertension. The aim of this work
was to find three different CNVs (esv3586400, esv27061 and esv2758781) in
Mexican Amerindians in order to investigate their association for risk or protection

with obesity and/or hypertension.

We found that 99% (n=200) of our population had 2 copies in the CNV esv3586400
(regions that covers the NEGR1 gene) and 1% presented losses (n=2). The relative
copies analysis showed that the median of relative copies in people with
hypertension and high systolic/diastolic blood pressure was significantly higher
(p=0.008, p=0.007, p=0.01, respectively); consequently, we suggest that CNV
esv3586400 might play a role in HTA develop. In the case of the CNV esv2706 (a
region that covers the genes: LRP8, CAPZA1l, CTTNBP2NL, DKFZp547A023,
MOV10, RHOC, ST7L, WNT2B). We found that 99% (n=201) of our population had

2CNVs in this region, while 1% (n=1) presented duplications (3CNVs). Finally, we



found that 92% (n=122) of the Mexican Amerindians had 2 copies in the CNV
esv2758781 (regions that covers the genes: AL050403.2, AL158042.1, C200rf18)
and 8% (n=10) presented gains. One major observation in this study was the
relationship of lower median body mass index (BMI) with no hypertension and
duplications as compared with individuals who presented 2 copies of this CNV
(21.81kg/m? vs 28.02 kg/m?, p=0.02). These results suggest this variant might be
associated with the protection for obesity. Based on the obtained results, we suggest
that the CNV esv3586400 is related with the raise of blood pressure, the CNV
esv27061 does not show association in either obesity or hypertension and the CNV
esv2758781 has a protector effect in obesity. These results clearly indicate the
association of CNVs and metabolic disease in Mexican population. Further studies
are needed to elucidate the role of this CNVs in the etiology of metabolic diseases

in Mexican population.
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Lista de abreviaturas

AHA: Asociacion Americana del Corazon; del inglés: American Heart Association.
CNV: Variantes en el Numero de Copias; del inglés: Copy Variant Number.

DGV: Base de datos de Variantes Gendmicas; del inglés Database of Genomic
Variants.

EM: Enfermedades Metabdlicas.

GWAS: Estudios de Asociacion del Genoma Completo, del inglés: Genome Wide
Association Studies).

HTA: Hipertension Arterial.

HVI: Hipertrofia Ventricular I1zquierda.
IMC: indice de Masa Corporal.

OB: Obesidad.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
PIB: Producto Interno Bruto.

PT: Poblacion Total.

SMet: Sindrome Metabdlico

SNV: Variantes de un Solo Nucle6tido, del inglés: single nucleotide variant.
SP: Sobrepeso.

TAD: Tension Arterial Diastolica.

TAS: Tension Arterial Sistélica.



I. Introduccion

Las entidades metabdlicas (EM) comprenden aquellas enfermedades con
alteraciones en el metabolismo, tales como: obesidad (OB), hipertensién (HTA),
diabetes, dislipidemia, sindrome metabdlico, etc. (Orozco et al., 2014). Dentro de
estas EM, la OB es de gran importancia y se define como la acumulacion excesiva
de tejido adiposo, originado por un desequilibrio energético en donde se consumen
mas calorias de las que se gastan (Dommarco-Rivera et al., 2018). El diagndstico
de OB en adultos, se realiza mediante el indice de Masa Corporal (IMC) donde, el
IMC = peso (kg)/ altura (m?), por lo que si un individuo tiene un IMC 225 es

considerado con sobrepeso (SP) y 230 con OB (OMS, 2018c).

A nivel mundial, la OMS (Organizacion Mundial de la Salud, 2018c) calcula que 39%
de los adultos (218 afios) tiene sobrepeso (SP) y 13% OB. Los datos a futuro
sefialan que, si se continla con estos incrementos, para el afio 2030, 2.16 billones
de individuos padeceran SP y 1.12 billones OB, lo cual representaria que mas del
60% de la poblacion padeciera alguna de estas dos EM (Malo-Serrano et al., 2017).
En México las cifras son alarmantes ya que, en el 2020, la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT) dio a conocer que en poblacién adulta (=20 anos) el
39.5% de los individuos tienen SP y el 35.3% cursan con OB (Shamah-Levy, Vielma-
Orozco, et al.,, 2019). Interesantemente, la poblacion indigena, una poblacién
vulnerable y con un gran retraso econémico, también se ve afectada por la OB, ya
gue 36.4% de ellos tienen SP y 34.6% de OB (Shamah-Levy, Campos-Nonato, et
al., 2019). Recientemente, nuestro grupo de trabajo publicé el primer estudio

descriptivo de componentes de Sindrome Metabdlico (SMet) en poblaciéon con un



elevado porcentaje de ancestria amerindia mexicana. En este estudio se observé
que, 60% de las mujeres padecen obesidad central y 16.5% en varones (Mendoza-

Caamal et al., 2020).

Por otro lado, tanto el SP y la OB son factores de riesgo para desarrollar otras
enfermedades de tipo no transmisibles como: enfermedades cardiovasculares
(ECV), diabetes mellitus tipo 2 (DT2), HTA y/o dislipidemia (OMS, 2018c). Estos
datos son de gran importancia si se considera que, en el 2016, la OMS reporté que
las 3 principales causas de muerte a nivel mundial fueron las enfermedades no
transmisibles (ENT) (enfermedad isquémica del corazon, infarto y enfermedad
pulmonar obstructiva) y en México, se calculé que un cuarto de las defunciones
fueron por ECV y un 15% por complicaciones de DT2 (Organizacion Mundial de la

Salud, 2018b).

La HTA se define como la presién elevada de la sangre ejercida en contra de las
paredes arteriales por encima de sus valores normales (=130 mmHg sistdlica y =80
mmHg diastélica) (Asociacion Americana del Corazén, 2017). La HTA es
considerada como el principal factor de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares (ECV) y a nivel mundial se calcula que aproximadamente 31% de
los adultos la padecen, lo que representa 1.38 billones de individuos (Mills et al.,
2020). En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2018-19)
reporté que el 34.1% de los adultos 220 afios tienen HTA. En poblacién indigena
mexicana, el problema es alin mas grave, ya que el recientemente se evidencié que
en esta poblacion las mujeres tienen una prevalencia mayor de HTA que los varones

(48.8% vs 40%) (Mendoza-Caamal et al., 2020).



De acuerdo con la OMS (2018b), en México el 80% (653,000 de individuos
aproximadamente) de las defunciones se debe a ENT, entre ellas las ECV y la DT2.
Se estima que para el afio 2025, si se profundiza en la fisiopatologia de estas
entidades e implementando la medicina de precision, se podrian salvar muchas

vidas y contribuir a la disminucion de la prevalencia de estos padecimientos en

nuestra poblacién (Figura 1).
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Figura 1. Tendencias de prevalencia futura de enfermedades metabdlicas en adultos mexicanos. A:
obesidad y B: tensién arterial elevada. Tomado de (Organizacion Mundial de la Salud, 2018a).

La etiologia de la OB e HTA es multifactorial, en donde la edad, etnia, dieta, sexo,
actividad fisica, consumo de alcohol, etc., contribuyen a su desarrollo, no obstante,

el factor genético juega un papel muy importante.



En la OB, estudios con gemelos idénticos han revelado que, cuando sus papas
padecen SP/OB, la heredabilidad de que desarrollen alguna de estas EM es de
hasta un 80% (Albuquerque et al., 2017). Por otro lado, en lo que concierne a la

HTA, se ha reportado que su heredabilidad es del 39-50% (Kayima et al., 2017).

Con relacion a los factores genéticos, en el genoma humano existen variaciones en
el DNA (patogénicas y no patogénicas), que pueden conferir un riesgo o proteccion
a padecer ciertas enfermedades como la OB e HTA (Cid-Soto et al., 2018; Saldafia-
Alvarez et al., 2016). Estas variantes pueden ser Gnicamente un cambio de un solo
nucledtido (SNV, del inglés: single nucleotide variant) o cambios en niumero de

copias (CNV, del inglés: copy number variant) (Figura 2) (Dunnen et al., 2016).

A Variante de un solo nucleétido (SNV)
Haplotipo ancestral Gen A
Haplotipo derivado Gen A

Variante de un solo nucleétido
* Relativamente facil de identificar

* Menor impacto en el fenotipo humano

Variante en el numero de copias (CNV)

B Haplotipo ancestral Gen A

Haplotipo derivado

* Delecién

L, Duplicacion Gen A

+ Existen diversos problemas técnicos para identificar y analizar CNVs
* Mayor impacto en el fenotipo humano

Figura 2. Variantes en el genoma humano. A: Variantes de un solo nucleétido (SNV). B:
Variantes en el numero de copias (CNV). Tomado de (Saitou & Gokcumen, 2020).



Las CNVs son segmentos mayores a 50 pb, afectan el contenido del DNA
presentdndose como ganancias o duplicaciones y pérdidas o deleciones (Eichler,
2019). Se estima que aproximadamente 9.5% de nuestro genoma tiene CNVSs, su
distribucién no es azarosa pero comunmente se encuentran en sitios palindromicos
(Hovhannisyan et al., 2019). Las CNVs son variantes estructurales presentes en
todas las personas (variantes no patogénicas), no obstante, se ha evidenciado que
algunas estan asociadas al riesgo o proteccion a padecer enfermedades como:
esquizofrenia, Alzheimer, defectos congénitos del corazén, entre otros (Saitou &

Gokcumen, 2020; Savory et al., 2020).

Diversos articulos han reportado CNVs y su asociacion al desarrollo de OB e HTA
(Marqgues et al., 2014; Zhang et al., 2015). En poblacion europea, se han identificado
CNVs en 22q11.21 (duplicacién), 1921.1 y 16p11.2 (deleciones) en individuos con
OB (Pettersson et al., 2017). Otro estudio, también en poblacién europea, reveld
gue el aumento de 220kb en la banda 16p11.2 incrementa el IMC (=3.07, p=5.3x10"
8), ademas, deleciones de 600kb en la misma banda, se asociaron al aumento de
peso (B=6.57, p=5.3x10"°) (Macé et al., 2017). Finalmente, en poblacién infantil
estadounidense, se reportd que las duplicaciones en el gen AMY1 (alfa-amilasa 1)
se asociaron a la disminucion de IMC vy la circunferencia de cintura (f=-0.42,
IC95%=-1.11-0.36, p<0.001; p= -0.36, I1C95%= -1.73-0.41, p<0.01,

respectivamente) (Selvaraju et al., 2020).

En cuanto a HTA, se ha reportado que, en poblacién europea, pérdidas de la CNV
esv27061 estan asociadas a una TA elevada (=0.05; IC95%= 0.005-0.53, p=0.013)

y que los individuos con ganancias de la CNV dgv1306el mostraron una TA



diastélica menor que los individuos con 2 copias, lo que sugiere que esta CNV

podria estar actuando como protectora contra TA (Marques et al., 2014).

En poblacién asiatica, se detect6 la presencia de 208 CNVs (35 ganancias y 173
pérdidas) en individuos con hipertension e hipertrofia ventricular izquierda (HVI)

(Boon-Peng et al., 2016).

En México, los estudios son escasos y la mayoria de ellos se han enfocado en
determinar la asociacion de CNVs con el riesgo a padecer OB. Un trabajo realizado
en nifos mestizos mexicanos mostrd, que las ganancias en el gen NEGR1
(Regulador de crecimiento neuronal 1) conllevan a una proteccion a obesidad
abdominal (OR=0.76, 1C95%= 0.59-0.97, p=0.029) y las ganancias en los genes
ARHGEF4 (Factor de intercambio de nucleétidos de guanina de Rho 4) y CPCXR1
(Region cromosdmica CPX, candidato 1) y pérdidas en INS (Insulina), son un factor
de riesgo para obesidad abdominal (OR=1.35, 1C95%=1.02-1.89, p=0.025,
OR=1.57, IC95%= 1.27-1.95, p=0.0001; OR= 1.63, IC95%= 1.29-2.06, p= 0.0001,
respectivamente) (Antinez-Ortiz et al., 2017). Otro estudio realizado en nifios y
adultos mexicanos evidencioé que una disminucién de CNVs en el locus 11g11 (<2
copias) se asocia con proteccion de OB en nifios (OR=0.77, IC95%=0.63-0.94, p=
0.047) y en adultos, los individuos con <4 copias en el gen AMY1 presentaron un
riesgo a desarrollar OB (OR= 1.53; 1C95%= 1.01-2.31, p=0.04) (Le6n-Mimila et al.,

2018).

En México, actualmente viven aproximadamente 119,938,473 habitantes, de los
cuales 7,382,785 son indigenas (INEGI, 2015). La poblacién indigena es la mas
vulnerable de nuestro pais y de acuerdo con el CONEVAL y la ONU (Consejo

7



Nacional de Evaluacién de la Politica de Desarrollo Social, 2018; Organizacién de
las Naciones Unidas, 2014) Unicamente 15.4% de ellos tienen acceso a servicios
de salud y su esperanza de vida es 6 afios menor en comparacion al resto de la

poblacion.

Debido a que los indigenas forman parte de nuestro componente mestizo y a que la
OB y la HTA son problemas importantes de salud es necesario estudiar la etiologia
de estas dos entidades metabdlicas en la poblacion indigena, para profundizar en

su fisiopatologia en la poblacién mexicana.



Il. Antecedentes

Diversas investigaciones han evidenciado la necesidad de estudiar a diferentes

poblaciones, ya que la susceptibilidad genética es diferente en cada grupo étnico.

Recientemente, se realiz6 un estudio en nifios estadounidenses, en donde se
evaluo la presencia de CNVs en el gen AMY1 y su relacion con OB. El estudio
evidencid, que el grupo de normopeso posee una media mas elevada del numero
de copias en este gen en comparacion al grupo con SP y OB (7.98 vs 6.6, p<0.01).
También se encontré que ganancias en AMY1 disminuyen significativamente el IMC
y la circunferencia de cintura (f=-0.42, 1C95%=-1.11-0.36, p<0.001; p=-0.36,
IC95%=-1.73--0.41, p<0.01, respectivamente), lo que sugiere que las ganancias
en este gen podrian estar relacionadas con la proteccion a desarrollar OB en

poblacion infantil en esta poblacién (Selvaraju et al., 2020).

En latabla 1 se muestran los resultados de un meta-analisis realizado en poblacion
europea. Se reveld que las CNVs tipo deleciones de 220kb presentes en 6pl1.2
incrementan el IMC y deleciones de 600kb en la misma regidn se asociaron con una
disminucién de altura y el aumento de peso. En el mismo estudio se encontré que
pérdidas (145-145.9 Mb) en el cromosoma 1g21.1 y la region 3g29 tienen un efecto
en el aumento de peso, en 7q11.23 se encontraron duplicaciones (72.6—73.58 Mb)
gue mostraron una correlacion positiva con el indice cintura-cadera. Por ultimo,
también se evidencidé que duplicaciones de 300kb en el gen MC4R (receptor de
melanocortina) tienen un efecto protector a OB, ya que se asocio con la disminucién

de IMC y peso (Macé et al., 2017).



Tabla 1. CNVs asociadas a fenotipos antropométricos en poblacién europea.
Region/gen | Tipo de CNV Fenotipo OR/B P
6p11.2 Pérdidas (220kb) IMC B =3.07 5.3x10-8
6p11.2 Pérdidas (600kb) Altura B=-5.21 1.1x1014
Peso B=6.57 5.3x10°
1g21.1 Pérdidas (145- | Peso [3=6.66 1.7x10°®
145.9Mb)
3029 Pérdidas (145- | Peso B=22.55 1.6x10°
145.9Mb)
7911.23 Ganancias (72.6- | indice  cintura- | B=0.11 1.5x10°®
73.58Mb) cadera
MC4R Ganancias (300kb) IMC B=-5.06 2x1077
Peso B=-15.94 1.4 x1078
CNV: Variantes en el nimero de copias; IMC: indice de masa corporal. Adaptado de
Macé et al., (2017).

Otro estudio realizado también en poblacion europea, detectd pérdidas en el gen
AMY1 asociadas con el riesgo a desarrollar OB (OR=1.19, 1C95%=1.13-1.26,
p=1.46x1071%) y aumento en el IMC (B=0.15, error estandar (ES)=0.02,

p=6.93x10719) (Falchi et al., 2014).

Los estudios de CNVs y su asociacion con OB se han realizado en diferentes
poblaciones. En el 2015 se reporté en nifios chinos que deleciones en 4q25,
10911.22 y 11911 presentaron un riesgo al desarrollo de esta entidad (OR= 3.77,
IC95%= 1.52-9.36, p=0.004; OR= 2.40, IC95%= 1.43-4.00 p= 9.1x10-4 y OR= 1.43,
IC95%= 1.03-1.98, p=0.03, respectivamente) (Zhang et al., 2015). Otro estudio
mostrd, que varones con deleciones en el gen LEPR (receptor de leptina)
presentaron una media mas elevada de circunferencia de cadera, porcentaje de
grasa corporal y grasa visceral que los varones con duplicaciones en el mismo gen
(93.9cm+ 5.6 vs 92.2cm=+ 6.2, p=1.76x109%; 20.5%z=* 4.9 vs 19.4%=* 4.5, p=2.99x10-

02:0.89% + 0.04 vs 0.88%= 0.0, p=2.95x107°%, respectivamente), lo que sugiere que
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para poblacién coreana, deleciones en este gen podrian ser un factor de riesgo para

desarrollar OB (Jeon et al., 2010).

En cuanto CNVs y su asociacion con HTA, los estudios son escasos. En poblacion
europea, se encontr6 que la frecuencia de individuos (n=12) con TA
extremadamente alta y con deleciones en la CNV esv27061 (localizada en el
cromosoma 1: 112,692,629-113,246,263, hg 19) fue significativamente mas elevada
(p=0.013) que la encontrada en personas con esta misma CNV y TA
extremadamente baja (n=2), ademas se encontré una asociacion de deleciones en
esta region con el aumento de TA (8 = 0.05; IC95%= 0.005—- 0.53, p= 0.013), por lo
gue se concluyo6 que esta CNV pudiera estar relacionada con el desarrollo de HTA
en poblacion europea. Por otro lado, también se observé que individuos con
ganancias (3 copias) en la CNV dgv1306el (localizada en el cromosoma 20:
10,892,138-11,116,725, hg 19), presentaron una mediana de TA-D (tension arterial
diastolica) significativamente menor en comparacion con aquellos individuos que
presentaron 2 copias (p=0.024), lo que sugiere que esta CNV pueda fungir como
proteccion a HTA (Marques et al., 2014). Otro estudio realizado en poblacién
asiatica reveld la presencia de 208 CNVs (35 ganancias y 173 pérdidas) en
individuos con HTA e hipertrofia ventricular izquierda (HVI). Estas CNVs fueron
localizadas en genes como: LOC348021, CDH15 (caderina-15) y KCNIP4 (proteina

4 que interactta con el canal kv), etc., (Boon-Peng et al., 2016).

Debido a que la OB y la HTA son un problema grave de salud publica mundial y
México no es la excepcion, se han realizado diversos estudios para tratar de

entender y profundizar en la fisiopatologia de estas enfermedades.
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En nifios mayas, se realizé un estudio de CNVs en la region intrénica y exonica del
gen FTO (alfa-cetoglutarato dependiente dioxigenasa), donde se evidencié que el
grupo de varones con sobrepeso (SP) presenté una media mas elevada de copias
relativas en ambas regiones del gen FTO en comparacion con los nifios con
normopeso (2.30+0.49 vs 2.07+0.40, p=0.0001; 2.38+£0.66 vs 2.07+0.73, p=0.0002,
respectivamente), por lo que es probable que el incremento de copias en estas
regiones pudiera incidir en el IMC en poblacion infantil maya (Gonzélez-Herrera et

al., 2018).

Otro trabajo realizado en mexicanos, revelé que deleciones en 11gl1 se asociaron
con proteccion para desarrollar OB en nifios, mientas que las duplicaciones (3-4
copias) en el gen AMY1 se asociaron con el riesgo a padecer obesidad en poblacién
adulta (Ledn-Mimila et al., 2018) (Tabla 2). Por dltimo, se realiz6 un estudio con
CNVs en poblacion infantil mexicana con 1,423 nifios entre 6-12 afios de edad. Los
resultados revelaron que las ganancias (3-6 copias) en el gen NEGRL1 se asociaron
con proteccion de obesidad abdominal, mientras que las ganancias en los genes
ARHGEF4 y CPXCRL1, y las pérdidas en INS se asociaron al riesgo de padecer

obesidad abdominal (Antanez-Ortiz et al., 2017) (Tabla 2).
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Tabla 2. CNVs asociadas a obesidad en poblacion mexicana.

Autores Region/gen | Tipo  de | Fenotipo | OR/ IC 95% P
CNV

Antinez- | NEGR1 Ganancias | OB OR=0.76, | 0.59-0.97 | 0.029

Ortiz et CcC p=-2.03 |-3.24;- 0.001

al,, (2017) 0.83

Antanez- | ARHGEF4 | Ganancias | OB OR=1.35 |1.02-1.89 | 0.025

Ortiz et CcC =1.45 0.09-2.81 | 0.03

al., (2017)

Antinez- | CPXCR1 Ganancias | OB OR=1.57 | 1.27-1.95 | 0.0001

Ortiz et CcC =2.10 0.89-3.30 | 0.001

al., (2017)

Antinez- | INS Pérdidas | OB OR=1.63 | 1.29-2.06 | 0.0001

Ortiz et CC p=2.20 0.94-3.45 | 0.001

al., (2017)

Leodn- 11911 Pérdidas | OB OR=0.77 | 0.63-0.94 | 0.047

Mimila et

al., (2018)

Leodn- AMY1 Ganancias | OB OR=15 |1.01-2.31 |0.04

Mimila et

al., (2018)

CNV: variantes en el nUmero de copias; OB: obesidad; CC: circunferencia de cintura.

Hasta la fecha no existen reportes de asociacion con CNVs e HTA en poblacién

mexicanay los estudios con obesidad son relativamente escasos. La carga genética
de los mestizos mexicanos forma parte de una mezcla donde el componente
indigena esté presente (Lisker et al., 1986), por lo que estudiar la genémica de la
fisiopatologia de entidades metabdlicas como la obesidad e HTA en poblacion
amerindia mexicana es importante para profundizar en la etiologia de estas dos

entidades y contribuir con su conocimiento en la poblacion mexicana.
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[ll. Justificacion
Tanto la OB como la HTA son problemas graves de salud en México, ambas
entidades son factores de riesgo para ECV, siendo estas la primera causa de muerte

en nuestro pais (OMS, 2018b).

Tanto la OB como la HTA son problemas de salud publica en México, ambas
entidades son factores de riesgo para ECV y éstas estan enlistadas como las
primeras causas de muerte en nuestro pais (OMS, 2018b), tan solo, en el ultimo
afo, el INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2021) registré 141,873

muertes causadas por ECV.

De acuerdo con el INEGI, en México viven mas de 126 mil millones de personas, la
composicion genética de los mexicanos es: 56% amerindio, 41% caucéasico y 3%
africano (Cid-Soto et al., 2018; Lisker et al., 1986), es por ello que es necesario
profundizar en la fisiopatologia de estas enfermedades enfocandonos en la
poblacién indigena, para que en un futuro se pueda incidir en la prevencién y

diagnéstico temprano de estas entidades en todos los mexicanos.

IV. Hipotesis
Si existen CNVs propias para obesidad e hipertension en poblacion amerindia
mexicana, entonces es probable que estén asociadas con el riesgo a padecer estas

entidades metabdlicas.
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V. Objetivos
5.1 Objetivo General

e Identificar variantes en el niumero de copias (CNV) y su asociacion con

obesidad e hipertension en poblacién amerindia mexicana.
5.2 Objetivos Particulares

¢ Identificar CNV en poblacién indigena mexicana.

e Establecer la asociacion de las CNV con el riesgo y/o proteccion para

desarrollar obesidad y/o hipertension.
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VI. Material y Métodos

6.1 Tipo de estudio

El estudio realizado fue observacional, retrospectivo, transversal y comparativo. La
poblacion forma parte de la cohorte MAIS (andlisis metabolico en muestras
indigenas) (Cid-Soto et al., 2018) y participaron 202 adultos amerindios mexicanos
(129 mujeres y 73 hombres), voluntarios pertenecientes a 57 grupos indigenas de
73 comunidades diferentes. Todos firmaron un consentimiento informado y se

obtuvieron sus datos: clinicos, demograficos y antropométricos.

Este proyecto fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Medicina
Genomica (INMEGEN) y se llevé a cabo en el laboratorio de inmunogendmica y

enfermedades metabdlicas del INMEGEN.

6.2 Extraccién de DNA

La extraccion de DNA se realiz6 a partir de leucocitos en sangre periférica con el kit
QlAamp ® DNA blood maxi kit (QIAgen™), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La integridad del DNA fue evaluada en geles mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1%. Durante la electroforesis, el DNA se separa de acuerdo con
su tamafio y carga, la muestra migra hacia el polo positivo debido a que el DNA
tiene carga negativa que le otorga el grupo fosfato. Las muestras que se observaron

con degradacion fueron eliminadas del estudio (Figuras 3A y 3B).
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Figura 3. Muestras de DNA en un gel de agarosa al 1%. A) muestras degradadas; B)
muestras con el DNA integro, es decir sin degradacion.

Para determinar la concentracion y pureza de las muestras, se utilizé el equipo
Nanodrop ® (Thermo Fisher ™). Los acidos nucleicos absorben a 260 nm, mientras
que las proteinas lo hacen a 280 nm y los alcoholes a 230 nm. El equipo Nanodrop
realiza un indice entre el los &cidos nucleicos y las proteinas/alcoholes presentes
en la muestra. Un indice de absorbancia de 260/280 ~1.8 y 260/230 entre 1.8-2.2
indica que la muestra contiene mayor parte de DNA, por lo tanto, tiene un alto nivel
de pureza. Por el contrario, un indice <1.8 es indicativo de contaminacién por

proteinas, fenoles, carbohidratos, etc.(Thermo Fisher Scientific, 2010).

6.3 Criterios de inclusion y exclusion

A partir de la cohorte MAIS, se incluyeron participantes al azar que presentaron
historia clinica, demografica y antropométrica completa. Se excluyeron a los
individuos sin datos clinicos y antropomeétricos completos y con muestras de DNA

degradadas.
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6.4 Diagnéstico de obesidad (OB)

El diagndstico de OB fue realizado con el indice de Masa Corporal (IMC) mediante
la férmula: peso (kg)/altura (m?). Se tomdé como referencia los parametros
recomendados por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud, 2018c), en donde un
IMC 225 se consideré a individuos con SP, un IMC 230 con OB (casos) y los

individuos controles (sin SP u OB) presentaron un IMC <25.

6.5 Diagndstico de hipertensién arterial (HTA)

Para la deteccion de HTA se utilizaron los parametros recomendados por la AHA
(Asociacion Americana del Corazon, 2017), en donde = 130 mm de Hg en presion
sistélica y/o = 80 mm de Hg en presion diastolica se consideraron individuos con
HTA (casos). Los individuos con <130 mm de Hg en presion sistolica y/o < 80 mm
de Hg en diastolica se consideraron controles. Se realiz6 un promedio de tres

mediciones de tension arterial (diastdlica y sistélica) en cada individuo.

6.6 Identificacion de las CNVs

Las CNV se identificaron mediante sondas tipo TagMan, este tipo de sondas permite
la amplificacién del fragmento de DNA mediante PCR en tiempo real (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa). Para la detecciéon de CNV se amplificé una sonda de la
regién/gen de interés y otra como referencia (RNAsaP). En general, cada sonda
Tagman contiene un fluoréforo (que actua como marcador) en el extremo 5’ y un
quencher (molécula que bloquea la emision de florescencia) en el extremo 3'. La
enzima polimerasa con actividad 5’- 3’ nucleasa permite que, al encontrarse con la
sonda, la hidrolice, lo que provoca la separacion del quencher y el fluoréforo. En

ensayos tipo TagMan para CNV, se utilizaran dos sondas, una especifica a la region
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de interés y la otra como control interno RNAsaP (Applied Biosystems, 2011a), que
tiene 2 CNVs. Los ensayos se llevaron a cabo en el equipo QuantStudio 7
(QuantStudio™ Real-Time PCR) bajo las condiciones recomendadas por el

distribuidor.

Los datos obtenidos de las amplificaciones se analizaron en el software
CopyCaller® v2.1 (Thermo Fisher Scientific). Este programa brinda dos tipos de
resultados. El primer resultado nos arroja informacion del niamero de copias
relativas, el cual es dado por la multiplicacién de las copias de nuestro control
endogeno (2) y el RQ. ElI RQ se define como la cantidad relativa de muestra
asociada y esta dado por 224CT_E| CT (del inglés cycle threshold) es el ciclo de
amplificacion en el cual se alcanza el umbral de fluorescencia estimado (Applied
Biosystems, 2011b). Consecutivamente, el segundo resultado nos indica las copias
absolutas. El programa realiza el método de curva estandar, donde compara las
amplificaciones de la sonda control (RNAsaP) y la desconocida para brindar un valor
absoluto (Thermo Fisher Scientific, 2020). Este ultimo valor, nos representa como
organismos diploides ya que es el nimero entero de copias que tenemos en una

region (Passarge, 2007).

Para este estudio se seleccionaron 3 regiones que han mostrado asociacion previa
para HTA y OB en otras poblaciones (Antunez-Ortiz et al., 2017; Marques et al.,

2014) (Tabla 3).
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Tabla 3. Regiones y variantes en el nimero de copias (CNV) seleccionadas para el
presente estudio.
ID Localizacion Tamarfio Genes
CNV (pb)
esv3586400 Chr.1: 879,908 NEGR1
71,402,942 —
72,282,850
esv27061 Chr.1: 553,634 | LRPS, CAPZA1, CTTNBP2NL,
112,150,007 — DKFZp547A023, MOV10, RHOC, ST7L,
112,703,641 WNT2B, SnoU13, MIR4256
esv2758781 Chr.20: 224,587 | AL050403.2, AL158042.1, C200rf187
10,911,490 -
11,136,077
Basado en la base de datos DGV (Base de datos para variantes genémicas del inglés:
Database for Genomic Variants) y Genome Browser (GRCh38/hg38), busqueda
realizada en marzo de 2021.

6.7 Analisis estadistico

Para el analisis del nimero de copias relativas, se realizo la prueba Kolmogorov-
Smirnov para conocer la distribucion de cada variable. Con base en esos resultados,
se aplicaron pruebas paramétricas (diferencia entre medias mediante T-test) para
las normales y no paramétricas (diferencia entre mediadas mediante Wilcoxon) para
las que no presentaron normalidad. En el caso del numero de copias absolutas,
para estimar el riesgo/proteccion a padecer OB y/o HTA, se estimaron analisis de
regresion logistica y lineal. Tanto el andlisis como la graficacion, se llevo a cabo en

el software R versién 3.6.0 y se consideré una significancia cuando la P fue <0.05.
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VIl. Resultados

En la tabla 4 se muestran las caracteristicas clinicas y antropométricas de la
poblacion estudiada. Participaron un total de 202 individuos. La poblacion se
conformé en su mayor parte de individuos del sexo femenino (64% mujeres y 36%
hombres). Se observo que el 20% (n=40) de la poblacién presentd un peso normal,
el 35% (n=71) sobrepeso y el 45% (n=91) OB, para el fenotipo de HTA se encontré

que el 62% (n=126) presenta esta entidad y 38% (n=76) es control.

En el grupo del fenotipo de OB, se observaron diferencias significativas en la edad,

peso, IMC y TA-S. Mientras que en el grupo de HTA, se presentaron diferencias en

el peso, TA-Sy TA-D (Tabla 4).

Tabla 4. Descripcion clinica y antropométrica de la poblaciéon amerindia.

PT NP SP OB Sin HTA HTA
N 202 40 71 91 76 126
Edad 57.53 61.28 60.06 53.92 56.20 58.34
(afos) (x12.15) (£12.48)* | (x12.32)* | (¥10.93)* (x10.11) (x13.20)
1.51 1.52 (z0. 1.50 1.50 1.52
Talla(m) | 1.51(0.09) | 5 g 09) (+0.08) (+0.08) (+0.09)
Peso (kg) 67.67 53.42 64.18 76.66 65.02 69.27
g (£13.20) (£7.92)* (£8.10)* | (£11.38+) | (+14.08)"' | (+12.42)!
IMC 29.45 23.03 27.68 33.65 28.72 29.89
(kg/m?) (+4.80) (+1.68)* (+1.44)* (+3.17)* (£5.19) (+4.51)
TA-S 145.38 139.98 152.1 142.52 121.34 159.88
(mm Hg) (+25.91) (+26.48)* | (+27.28)* | (+23.65)* | (+5.99)! | (+22.24)!
TA-D 83.59 82.15 87.17 81.43 74.08 89.33
(mm Hg) (x12.41) (x12.37) (x12.45) (£11.90) (£3.51)" (£12.34)"

PT: poblacion total; NP: normopeso; SP: sobrepeso, OB: obesidad; M: masculino; F:
femenino; Ctrl: control; IMC: indice de masa corporal; TA-S: tension arterial sistolica; TA-D:
tension arterial diastdlica; *: p <0.05 ANOVA de un factor; . p <0.05 T-Student para
muestras independientes.
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7.1 Obesidad (OB) e hipertension (HTA)
En el andlisis de IMC, se encontrd que tanto la poblacion con SP como la de OB se
compone en su mayor parte de mujeres que de hombres (n=40 vs n=31; n=68 vs

n=23).

En lo referente a la HTA, se observo este fenotipo con mayor frecuencia en las

mujeres (60% femeninas vs 40% masculinos).

7.2 CNV esv3586400 que contiene al gen NEGR1 en la poblacion amerindia
mexicana

En nuestra poblacion, se observé que el 99.01% (200 individuos) de los individuos
poseen 2 copias para la region esv3586400 y Unicamente dos individuos, ambos
del sexo femenino, pertenecientes a la etnia otomi y mixe, presentaron una sola

copia (0.99%) (Figura 4).

Figura 4. Frecuencia de la CNV esv3586400 en la poblacion amerindia mexicana.
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Las dos mujeres con la presencia de la delecion en esta region presentaron HTA,

una de ellas con sobrepeso y una edad de 37 afios y la otra con peso normal con

73 afos (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia de la CNV esv3586400 en poblacion amerindia mexicana con
obesidad e hipertensién.

Sobrepeso y obesidad
CNV Controles (%) SP (%) OB (%) Total (%)
1 1(2.5) 1(1.4) 0 2 (0.99)
2 39 (97.5) 70 (98.6) 91 (100) 200 (99.01)
Total 40 71 91 202
Hipertensién
CNV Controles (%) Casos HTA (%) Total (%)
1 0 2 (1.6) 2 (0.99)
2 76 (100) 124 (98.4) 200 (99.01)
Total 76 126 202

CNV: variantes en el nUmero de copias; SP: sobrepeso; OB: obesidad; HTA: hipertension.

La comparacion entre el nUmero relativo de copias entre controles y casos (de OB

e HTA) tanto en la poblacién total, masculinos y femeninas, evidencié que la

mediana de copias relativas en mujeres con SP u OB fue mas alta en comparacion

con las de peso normal (1.99 vs 1.93, p=0.04), lo que sugiere que un aumento de

copias en esta region pudiera ser un factor de riesgo a desarrollar SP u OB en

mujeres.

Interesantemente, para HTA, se observo que la mediana de copias relativas en la

poblacion total de los individuos con HTA, tanto en la TA sistdlica y la TA diastolica,
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fue significativamente mas elevada (p=0.008, p=0.007, p=0.01, respectivamente)

(Figura 5). Al estratificar por sexo, Unicamente el grupo de los varones presento

una diferencia significativa en la TA diastélica (p=0.03) (Tabla 6).

Tabla 6. Numero relativo de copias de la CNV esv3586400 en relacion al sobrepeso,
obesidad y presion arterial en poblacion amerindia mexicana.

Sobrepeso y obesidad

Sexo PT Peso normal SP OB SP+0OB
H+M 1.98 1.95 2.01 1.97 1.99
(n=202) (n=40) (n=71) (n=91) (n=162)
H 1.99 2.02 2 1.93 1.95
(n=73) (n=19) (n=31) (n=23) (n=54)
M 1.98 1.93 2.01 1.98 1.99
(n=129) (n=21) (n=40) (n=68) (n=108)*
Hipertensién
Sexo PT Sin HTA HTA Sin TAS Sin TAD
TAS TAD
H+ M 1.98 1.94 2 1.95 2 1.94 2
(n=202) (n=76) | (n=126)* | (n=93) | (n=109)* | (n=95) | (n=107)*
H 1.99 2 2 1.93 2 1.94 2
(n=73) (n=23) (n=50) | (n=30) | (N=43)* | (n=30) | (n=43)
M 1.98 2 2 1.96 2 1.94 2
(n=129) (n=53) (n=76) | (n=63) | (n=66) | (n=65) | (n=64)

PT: poblacion total; SP: sobrepeso; OB: obesidad; SP+OB: sobrepeso y obesidad
aunada; H: hombres; M: mujeres; HTA: hipertensién; TAS: tension arterial sistélica; TAD:
tension arterial diastolica; *: p<0.05 de acuerdo a su grupo control.
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Figura 5. Asociacion entre el nimero de copias relativo de la regidon esv3586400 y el riesgo a
desarrollar hipertension. A: hipertension B: tension arterial sistélica elevada y C: tension arterial

diastdlica elevada. p:< 0.05 (Wilcoxon).

7.3 CNV esv27061, region gue contiene a los genes: LRP8, CAPZAL,
CTTNBP2NL, DKFZp547A023, MOV10, RHOC, ST7L, WNT2B en la poblacién
amerindia mexicana

De manera general, se encontré que 201/200 (99.5%) individuos presentaron 2
copias en esta regién y unicamente un individuo (0.5%) presentd 3 copias (Figura

6), no se encontraron deleciones. Al estratificar por sexo, el 99% (n=72) de los
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hombres presentaron 2CNVs y solo un individuo con 3 copias, en cuanto a la
poblacion femenina todas presentaron 2 copias en esta region (n=129). El hombre
con 3 CNVs, pertenece a la etnia ndhuatl, tiene 51 afios, no presenta ni OB, ni HTA,
sin embargo, tiene otras alteraciones metabdlicas como dislipidemia y glucosa

elevada.

En relacion a la distribucion de las copias relativas de esta region, no se observaron
diferencias significativas con OB ni HAT en la poblacion total, ni estratificando por

sexo (Tabla 7).

Figura 6. Frecuencia de la CNV esv27061 en poblacion amerindia mexicana.

26



Tabla 7. Numero relativo de copias de la CNV esv27061 en poblacidon amerindia mexicana.

Sobrepeso y obesidad
PT Peso SP OB SP+OB
normal
H+ M 1.97 (+0.16) 2.01 (+0.18)| 1.96 (+0.16) 1.96 (+0.15) (+169165)
H 1.98 (+0.18) 2.02 (+0.21)| 1.95 (+0.18) 2 (0.15) (+1c59177)
1.99 1.95
M 1.96 (+0.15) (+0.16) 1.97 (+0.14) 1.94 (+0.15) (+0.15)
Hipertension
Sexo PT Sin HTA HTA Sin TAS TAS Sin TAD TAD
H+ M 1.97 1.97 1.96 1.97 1.96 1.97 0.16
(+0.16) (+0.17) (+0.16) (+0.17) (+0.15) (+0.16) (+0.16)
H 1.98 1.99 1.98 2.01 1.96 1.97 1.99
(+0.18) (+0.19) (+0.17) (+0.19) (+0.17) (+0.19) (+0.17)
M 1.96 1.97 1.95 1.95 1.96 1.98 1.94
(+0.15) (+0.16) (£0.14) (+0.17) (+0.13) (+0.15) (+0.15)

PT: poblacion total; SB: sobrepeso; OB: obesidad; SP u OB: sobrepeso y obesidad aunada; H:
hombres; M: mujeres; HTA: hipertension; TAS: tension arterial sistdlica; TAD: tension arterial
diastolica. Remarcado en negritas: diferencia significativa.

7.4 CNV esv2758781, regiéon que contiene alos genes AL050403.2, AL158042.1,

C200rf187 en la poblacion amerindia mexicana

Esta region demostré tener una mayor variabilidad en la poblacién amerindia, ya

gue encontramos que el 92.42% de todos los individuos tuvieron dos copias;

mientras que el 7.57% (n=10) presentaron duplicaciones, de los cuales, se

detectaron 9 individuos con 3 CNVs y solamente uno con 4 copias (Figura 7).
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Figura 7. Frecuencia de la CNV esv27061 en poblacion indigena mexicana.

De los individuos con =3 CNVs, 4 pertenecieron a la rama linguistica Maya, seguido
por Oto-mangue (n=3), Yuto-nahua (n=2) y Seri (n=1) (Figura 8); 6/10 individuos
presentaron tanto alteraciones en el peso (SP=5y OB= 1) como HTA mientras que
los otros 4 fueron controles para SP u OB e HTA (Tabla 8). También se observé la
presencia de otros fenotipos, todos los individuos con duplicaciones presentaron al
menos un factor de dislipidemia (triglicéridos/colesterol total/LDL elevados y/o

colesterol-HDL bajo), ademas, 4 presentaron glucosa sérica elevada.

Estratificando a la poblacién por sexo, se encontré que, en los varones, el 13% (n=6)
posee duplicaciones y en la poblacién femenina, el 5% (n= 4) presentdo mas de 3

CNVs.
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Figura 8. Frecuencia de la CNV esv2758781 en poblacibn amerindia mexicana
estratificado por rama linglistica. Otros: Chontal de Oaxaca, Huave, Mixe-zoque,
NAT_MA (declarado mestizo), Seri, Tarasca.

Tabla 8. Frecuencia de la CNV esv2758781 en la poblacion amerindia mexicana.

Sobrepeso y obesidad
CNV Controles (%) SP (%) OB (%) Total (%)
2 31 (88.57) 53 (91.38) 38 (97.44) 122 (92.42)
23 4 (11.43) 5(8.62) 1 (2.56) 10 (7.58)
Total 35 58 39 132
Hipertension
CNV Controles (%) HTA (%) Total (%)
2 56 (93.34) 66 (91.67) 122 (92.42)
>3 4 (6.66) 6 (8.33) 10 (7.58)
Total 60 72 132

CNV: variantes en el nimero de copias; SP: sobrepeso; OB: obesidad; HTA:

hipertension.
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El andlisis de asociacion reveld que esta variante no tiene impacto en los fenotipos
de SP u OB (OR=0.73, 1C95%=0.16-3.99, p= 0.72, OR=0.21, 1C95%=0.01-2.24,
p=0.18, respectivamente), ni de HTA (OR=1.97, 1C95%=0.42-12.36, p=0.51,
OR=2.73, 1C95%=0.60-17.11, p=0.19, OR=1.27, 1C95%=0.28-6.44, p=0.75,
respectivamente) (Tabla 9). Al realizar el analisis de copias relativas tampoco se

encontro relacion entre éstas y la etiologia de OB e HTA.

En un segundo estudio, se analizé la poblacibn con ambas enfermedades

metabdlicas, es decir, los que presentaron HTA y SP/OB. Sin embargo, bajo este

analisis, no se observo asociacion (OR=0.49, 1C95%= 0.09-2.22, p=0.33).

Tabla 9. Asociacion de la CNV esv2758781 en obesidad e hipertension en la poblacion

amerindia.
Fenotipo Tipo de Obesidad OR/ B (IC95%) p
CNV
Controles (n) Casos (n)

Sobrepeso 4 5 OR=0.73 (0.16-3.99) | 0.72
Obesidad Ganancia 4 1 OR=0.21 (0.01-2.24) | 0.18
SP + OB 4 6 OR=0.51 (0.11-2.64) | 0.46

IMC (kg/m?) - - B=-1.56 (-4.71-1.60) | 0.33
Fenotipo Tipo de Hipertension

CNV
Controles (n) Casos (n) OR/ B (IC95%) p
HTA Total 2 8 OR=1.97 (0.42-12.36) | 0.51
TA-S OR=2.73 (0.60-17.11) | 0.19
elevada 2 8
TA-D OR=1.27 (0.28-6.44) | 0.75
elevada Ganancia 4 6
TA-S - 3=6.84 (-10.92-24.61) | 0.45
(mmHg)
TA- - - B=1.96 (-5.82-9.75) | 0.62
D(mmHg)

SP: sobrepeso, OB: obesidad; IMC: indice de masa corporal; HTA: hipertension; TA-S:
tension arterial sistélica; TA-D: tension arterial diastélica.
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Al comparar el numero de copias (2CNV vs 23CNV) entre individuos con y sin HTA,
se encontré que en el grupo sin HTA que los individuos con 23CNVs presentaban
una mediana de IMC significativamente menor que los que poseen 2CNVs
(21.81kg/m? vs 28.02 kg/m?, p= 0.02, (Figura 9B), esto no se observd en los
individuos controles (Figura 9A), lo que sugiere que el incremento en el nUmero de
copias de esta region podria estar relacionada con una disminucion en el IMC

Unicamente en los individuos sin HTA.

Esta misma tendencia se observo en los individuos controles de TA-S y TA-D, es
decir, la poblacion con mas de 3CNVs presentaba también un IMC menor a los del
genotipo 2 CNVs (21.81 kg/m? vs 27.93 kg/m?, p=0.02; 22.67 kg/m? vs 28.02 kg/m?,

p= 0.015, respectivamente).
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Figura 9. Andlisis del numero de CNVs en funcion al IMC en poblacién amerindia. A:

poblacion con hipertensidn; B: poblacién sin hipertension. P<0.05, Wilcoxon test.
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VIII. Discusién

Las EM tales como la OB e HTA son problemas de salud publica a nivel mundial,
por su elevada prevalencia y porque son factores de riesgo para ECV, que, de
acuerdo con la OMS, son la principal causa de muerte en el mundo. Se estima que
el costo para el tratamiento de ECV es anualmente de 863 mil millones de ddlares
al aflo y en México, se calcula que tan solo entre el afio 2010 y 2030 se prevé un
gasto de 30 billones de dolares para el tratamiento de enfermedades no
transmisibles, lo cual representaria el 48% del PIB (producto interno bruto) (Narro-

Robles, 2018).

Tanto la OB como la HTA son enfermedades multifactoriales, donde los factores
genéticos juegan un papel muy importante en su desarrollo y gracias a los avances
tecnolégicos se han logrado identificar variantes genéticas estrechamente
relacionadas con la susceptibilidad de estas entidades. Por mencionar algunos
ejemplos, el estudio del genoma completo (GWAS, del inglés: genome wide
association studies) ha permitido asociar variantes como los SNVs con el riesgo o
proteccion de EM como la OB e HTA y actualmente se han caracterizado
aproximadamente 750 loci asociados a OBy 120 a HTA (Loscalzo, 2019; Sun et al.,
2020). A pesar del amplio conocimiento genético que se ha generado en relacion a
los SNVs, las CNVs tienen un mayor impacto en el fenotipo, ya que al ser segmentos
largos (>1kb) conllevan a una mayor probabilidad de afectar la expresién de un gen

(Saitou & Gokcumen, 2020).
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8.1 CNV esv3586400 (region que abarca al gen NEGR1)

Dentro de los genes que se han caracterizado que pueden tener un papel en la
etiologia de EM esta NEGR1, este gen se encuentra en el cromosoma 1, codifica
para el regulador de crecimiento neuronal 1, que es un miembro de la super familia
de inmunoglobulinas relacionada con adhesion celular (Singh et al., 2018). Se
expresa principalmente en tejidos del cerebro (corteza frontal, corteza cingulada
anterior, hipotdlamo, etc.); pero también en otros tejidos como son en el adiposo
visceral/subcutaneo, las arterias (aorta, coronaria y tibial) y del rifién (GTEx Portal,

2021).

El gen NEGR1 se encuentra contenido en la CNV esv3586400 que mide
aproximadamente 879,908 pb. De acuerdo a la base de datos de variantes
gendmicas (DGV, del inglés Database of Genomic Variants), en poblacién europea,
se ha reportado una frecuencia del 0.03% de ganancias en esta region; mientas
qgue, en poblacién infantil mexicana, Antunez-Ortiz et al., (2017) reporta que el
21.3% presenta deleciones y 29.5% duplicaciones. Ambas frecuencias fueron muy
diferentes a lo observado en este estudio, ya que nosotros no observamos
duplicaciones, pero si deleciones. A pesar de que solo en 2 individuos indigenas
observamos estas deleciones, estas diferencias posiblemente estan dadas por el
diferente origen genético de la poblacion mexicana, por lo que es necesario
incrementar el numero de individuos estudiados con la finalidad de conocer la

presencia y la frecuencia de esta delecién en la poblacion indigena mexicana.

NEGR1 al ser un gen que se expresa principalmente en el tejido neural, influye

directamente en el control de la ingesta de alimentos y gasto energético. Un estudio
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gue apoya la importancia de NEGRL1 en la etiologia de la obesidad, fue el realizado
en nifios ingleses, donde se observo que las deleciones de aproximadamente 8kb
rio arriba de NEGR1 se asociaron con a la proteccion de obesidad a una edad
temprana (OR=0.70, IC95%= 0.60—0.82; p= 6.93x107%) (Wheeler et al., 2013). Esta
misma region fue estudiada en nifios mexicanos, en este trabajo se encontraron
tanto deleciones como duplicaciones y Unicamente las ganancias en esta region
demostraron tener un efecto sobre el fenotipo, ya que esta variante fungié como
protectora para obesidad central (OR=0.76, 1C95%= 0.59-0.97, p= 0.029), para
disminuciéon en el IMC (B=-0.64kg/m?, 1C95%= -1.10--0.19, p=0.006) vy
circunferencia de cintura (3=-2.03cm, IC95%= -3.24--0.83, p=0.001) (Antunez-
Ortiz et al., 2017). El estudio anterior, fue realizado en poblacion infantil residente
en la CDMXy el nuestro en adultos amerindios, lo que podria explicar las diferencias
en los resultados, ya que la poblacién infantil seguramente es principalmente
mestiza y es probable que aquellos nifios sin OB la puedan desarrollar en la vida
adulta. En nuestro trabajo se incluyeron uUnicamente individuos adultos, se
encontraron dos mujeres con deleciones en esta region y solo una de ellas tenia
SP, lo que indica que el rol de esta CNV en el desarrollo de OB en poblacion

amerindia no es certero y es necesario realizar mas estudios para corroborarlo.

Interesantemente, en este trabajo se observé que esta region presento6 diferencias
significativas entre las medianas de copias relativas de los individuos con HTA, TA
sistélica y TA diastdlica (2 vs 1.94, p=0.008; 2 vs 1.95, p=0.007; 2 vs 1.94, p=0.01,
respectivamente), lo que sugiere que esta region podria estar involucrada en la

etiologia de la HTA y es necesario profundizar en este conocimiento.
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Con relacion a la SNV rs3101336 en el gen NEGR1, existe un estudio realizado en
adultos con alto riesgo cardiovascular. Se encontré que los participantes con los
genotipos GG o GA presentaron una media de TA sistolica (147120 y 147+20) y
diastélica encima de los valores de referencia (84+11 y 82+11) (Godoy et al., 2012).
Actualmente no se han reportado mas estudios donde relacionen variantes de
NEGR1 con TA, sin embargo, su papel bioldgico se encuentra ligado a la
vasoconstriccion. El regulador de crecimiento neuronal 1, esta altamente expresado
en las dendritas de las neuronas magnocelulares hipotalamicas, las cuales
sintetizan a la arginina vasopresina (AVP) y oxitocina (Joo et al., 2019). La AVP,
también conocida como hormona antidiurética, al ser liberada al plasma se une a
sus receptores V1a, V1b y V2, los receptores V1a se encuentran principalmente en
las paredes de los vasos sanguineos, la union de la AVP a este receptor provoca
vasoconstriccion, por lo que la TA aumenta. En condiciones normales, este
mecanismo se activa cuando la TA es baja, debido a su propiedad vasoconstrictora

y es un mecanismo habil para elevar la TA rdpidamente (Demiselle et al., 2020).

Nuestros resultados sugieren que deleciones de una CNV en la regidén que incluye
NEGR1 pudieran alterar la funcion del gen y este a su vez influir en la tension arterial
de los individuos, por lo que es necesario realizar y profundizar en este gen y su

relacion con HTA en la poblacién mexicana.
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8.2 CNV esv27061 (regibn que abarca a los genes: LRP8, CAPZAL,
CTTNBP2NL, DKFZp547A023, MOV10, RHOC, ST7L, WNT2B, SnoU13 vy
MIR4256)

En este trabajo, también investigamos el rol de la CNV esv27061 con OB e HTA.
Esta region incluye varios genes como son: LRP8, CAPZA1l, CTTNBP2NL,
DKFZp547A023, MOV10, RHOC, ST7L, WNT2B, SnoU13 y MIR4256. Se encontro
que la mayoria de la poblacion indigena posee 2 CNVs (99.5%), con excepcién de
un individuo que present6é 3 CNVs (0.5%). Las frecuencias observadas fueron
diferentes a las reportadas para la poblacion europea, ya que, en esta poblacién, la
mayoria de los individuos presentan 23CNVs, lo que representa un 65%, seguido
por el 28% con 2 CNVs y un 7% con deleciones (1CNV). Hasta la fecha, esta region

no ha sido estudiada en poblacién mexicana.

El rol de esta CNV no ha sido estudiado en OB en otras poblaciones y nuestros
resultados no mostraron que esta CNV estuviera implicada con obesidad en la

poblacién amerindia mexicana.

Por otro lado, esta region fue previamente estudiada en poblacion con ancestria
europea, donde se reporté que la mayor frecuencia de deleciones estuvieron
presentes el grupo de TA extremadamente alta a diferencia de los individuos con
TA extremadamente baja (n=12, 12.6% y n=2, 2.2%), ademas, esta variante
demostré tener influencia en el fenotipo, incrementando la TA ($=0.05, 1C95%=
0.005-0.53, p=0.01) (Marques et al., 2014). Dado que en nuestro estudio solo un

individuo mostr6 3 CNVs y no presentaba ni OB ni HTA, es dificil obtener
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conclusiones, por lo que sugerimos incrementar la muestra para obtener mas

informacion sobre la frecuencia de esta CNV en nuestra poblacion.

Estudios con SNV en adolescentes africanos, revel6 que los individuos con el alelo
de riesgo (A) en la SNV rs2932538 (la cual es parte de la CNV esv27061), se asocio
con una TA sistdlica elevada (3=0.15, error estandar= 0.80, p= 8.6x10™1) y TA
diastolica baja (B=-0.25, error estandar= 0.70, p=3.6x1071) (Lule et al., 2019). Por
nuestra parte, al analizar las medias de copias relativas en poblacion con HTA o con
TA sistolica/diastélica elevada, no encontramos diferencia entre estos grupos, por
lo que no se encontrd evidencia que esta CNV pueda influir en la TA en la poblacién

indigena mexicana.

8.3 CNV esv2758781 (regién que abarca alos genes: AL050403.2, AL158042.1,
C200rf187)

Finalmente, en este trabajo también analizamos a la CNV esv2758781, esta CNV
mide 224,587pb y abarca a los genes AL050403.2, AL158042.1, C200rf187. En este
trabajo, se encontré que la mayoria de los participantes tienen 2 copias en esta
region (92.42%, n=122), mientras que el 7.57% presentd duplicaciones (3CNVs=9
y 4CNVs=1), lo que difiere de la poblacion europea, ya que en ella se ha reportado
que el 2.2% de esta poblacién presenta deleciones y no reportan individuos con
duplicaciones. Esta regién no ha sido reportada en ninguna otra poblacién mas que

la europea.

En el andlisis de asociacion y el numero de copias relativo no evidencié una
correlacion con OB e HTA. De acuerdo con el unico reporte de CNVs y su relacion
con HTA, en poblacion europea esta CNV tampoco se asocio al riesgo/proteccion
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de desarrollar esta entidad metabdlica (Marques et al., 2014). Esta region pudiera
estar implicada con HTA, ya que se han encontrado variantes de riesgo en esta
region, por ejemplo, en un estudio de GWAS en adolescentes con ascendencia
africana, se demostrd que el alelo de riesgo (A) de la SNV rs1327235 (el cual se
encuentra dentro de la CNV esv2758781), se relaciona a una TA-S baja (f=-0.03,

error estandar= 0.59, p=9.6x107%) (Lule et al., 2019).

En un segundo andlisis, dividimos a nuestra poblacién por casos y controles de
HTA, de acuerdo a su genotipo (2CNVs vs 23CNV). Interesantemente, en el grupo
control de HTA, TA-S y TA-D, los individuos con individuos con duplicaciones (=3
CNVs) presentaron un IMC menor que los individuos con 2 copias (21.81kg/m? vs
28.02 kg/m?, p= 0.02; 21.81 kg/m? vs 27.93 kg/m?, p= 0.02; 22.67 kg/m? vs 28.02
kg/m2, p= 0.015, respectivamente). Dado lo anterior, es importante continuar con
estudios de esta region en poblacion amerindia mexicana, ya que por el nimero de
individuos que estudiamos es probable que no estemos observando estas

asociaciones.

Hasta la fecha, se sabe que C200rf18 puede estar involucrado en la expresion de
otros genes como son: JAG1 (proteina jag 1), LINC02871, ENSG00000270792, Inc-
MKKS-12, Inc-SLX4IP-1, Inc-SLX4IP-3 'y SLX4IP (proteina SLX4IP)
(https://www.genecards.org). De estos, la mayoria no se han descrito que tengan
alguna relacion con la etiologia de EM, se ha estudiado el papel de JAG1 con el
desarrollo de HTA y OB. El gen JAG1 se localiza en el cromosoma 20, codifica para
la proteina jag 1 y sirve como ligando de diferentes receptores Notch. La via de

sefalizacion Notch tiene un rol importante en diferentes procesos, especialmente

39



en desarrollo embrionario, diferenciacién, morfogénesis vascular, angiogénesis,
remodelacion vascular después de una lesion y transduccion de sefiales célula-

célula (Kopan & llagan, 2010).

El papel de la via Notch en la OB se origina en que esta via regula la termogénesis
en adipocitos. En un ambiente frio, dentro del adipocitos, los acidos grasos activan
a la proteina desacoplante 1 (UCP1) para la produccion de calor. El blanco de Notch
en este caso es el gen HES1, el cual se une a la regiébn promotora de PRDM16,
PRGC1 y PPARYy e inhibe su transcripcion, esto provoca la reduccién mitocondrias
en el adipocito y la expresién de UCP1. Notch también estimula tanto la activacién
como la producciéon de citosinas proinflamatorias mediadas por el factor nuclear
kappa B (NF-KB), este atrae macrofagos, lo cual deriva a un proceso inflamatorio

(el cual condice a OB) y exacerba la resistencia a la insulina (Figura 10).
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Figura 10. Via de sefializacion Notch y su relaciéon con la termogénesis en adipocitos.
Tomado de (Bi & Kuang, 2015)

En cuanto a HTA, recientemente se estudid a la SNV rs1327235 en poblacién
europea con apnea del suefio y se encontré que los individuos con el genotipo
homocigoto para el riesgo (AA) tenian una TA sistdlica y diastélica mas elevadas en
comparacion al grupo con el genotipo GG/AG (132mm Hg+ 19 vs 129 mm Hg + 18,
p=0.009; 85 mm Hg £ 11 vs 83 mm Hg + 10, p=0.004, respectivamente) (ParaniCova

et al., 2019).
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IX. Conclusiones

e Las frecuencias de las 3 CNVs estudiadas son diferentes a las reportadas en
europeos, muy probablemente por diferencias en el componente genético.

e El incremento de las copias relativas de la CNV esv3586400 (region que
involucra al gen NEGR1), sugiere que esta region podria estar relacionada
con el incremento de la TA en amerindios mexicanos.

e La CNV esv27061, la cual abarca los genes: LRP8, CAPZALl, CTTNBP2NL,
DKFZp547A023, MOV10, RHOC, ST7L, WNT2B, no tiene asociacién con OB
e HTA en poblacion indigena mexicana.

e EnlaCNV esv2758781 (la cual incluye alos genes AL050403.2, AL158042.1,
C200rf187), la poblacion maya presenté mayor numero de individuos con
duplicaciones, lo que sugiere que posiblemente esta variante se origind en
este grupo indigena.

e Las duplicaciones de la CNV esv2758781 (la cual incluye a los genes
AL050403.2, AL158042.1, C200rf187), observadas en individuos sin HTA
sugieren que esta CNV pudiera tener una relacion con obesidad en individuos

sin HTA.
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